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動物糞便を検査対象としたジアルジア調査
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　ジアルジア症は感染症法で5類感染症に指定されている
疾病であり，原虫のα馬取」競s伽擁∫カ§小腸に感染す
ることにより引き起こされる．クリプトスポリジウム症と
並んで，世界的に症例が増加傾向にあり1），主な症状は吐
き気，嘔吐，腹痛，悪心である．（弼副読磁傭はヒトの
ほか，多様な哺乳類に寄生しており，遺伝子の配列の違い
によってAssemblage　AからAssemblage　Gまでの7つ
の遺伝子型に分類することができる．さらにAssemblage
AはA－1とA－2の亜型に分類することができ，遺伝子型
や亜型によって宿主が決まっている2）．ヒトに対して病原
性を持つのはAssemblage　A及びAssemblage　Bで，こ
れらはペットとして飼育される機会の多いイヌやネコなど
の動物にも寄生する．今回，動物からヒトへの感染の危険
性を検証するため，イヌ糞便試料などからのジアルジアシ
ストの検出を試みた．さらに陽性結果を示した試料につい
ては，PCRによるジアルジア遺伝子の検出及びPCR産
物の塩基配列の決定を行い，遺伝子型の同定を行った．
方法及び材料
1．動物糞便からのジアルジアシストの分離
　今回，採取した検体は，イヌ糞便35検体，キツネ糞便
18検体，ドブネズミ大腸内容物3検体，ハムスター糞便
1検体，ネコ糞便1検体である．イヌ糞便は札幌市動物管
理センター施設で採取した．キツネ糞便は2005年12月2
日に知床国立公園で採取した．ドブネズミは当所敷地内で
捕獲した．ハムスター及びネコ糞便は札幌市内の獣医師か
ら提供された．
　イヌ及びキツネ糞便1～3gを茶こしに取り，水道水で
満水にしたメートルグラス内でほぐして沈殿させ，上澄み
を除去した．なお，キツネ糞便については，エキノコック
スの感染を防ぐために，2週間一80。Cで冷凍した後，処理
を行った．メートルグラス内の試料を15mLチューブに
移し，ジエチルエーテル2mしと蒸留水で全量を12　mし
とし，激しく振とうした後，2，500rpmで遠心分離を行い，
上清すべてを除去した．その後，比重1．2の庶糖溶液を加
え，撹魅して30分間静置し，2，500rpmで遠心分離を
行った．ループを用いて庶糖液表面の一部をスライドガラ
スに採取し，光学顕微鏡で検鏡した．ジアルジアシストを
疑う構造物が観察された場合は，遺伝子による検出及び解
析を行うため，ループを用いて，1．51nLチューブに薦糖
液表面の一部を採取した．DNAの抽出，精製には，
QIAamp　DNA　Mini　Kit（QIAGEN）を用いた．ドブネ
ズミ大腸内容物，ハムスター及びネコ糞便は，0．1～0，5g
を比重1．2の薦糖溶液中で撹摩して30分間静置した後，
イヌ及びキツネ検体と同様な処理を行った．
2．PCR混合溶液の作成及びPCR条件
　ジアルジアの検出のためのプライマーは，ジアルジアに
特有な遺伝子であるβ一ジアルディン遺伝子の一部を増幅
するMM1（5■一CATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAG
GGAA－3！）及びMM2（5〆一TTTGTGAGCGCTTCTGTC
TCTGTCGTGGCGCGCTAA－3りを用いた3）．さらに，
ジアルジアの遺伝子型を調べるため，グルタミン酸脱水素
酵素遺伝子の一部を増幅するGDH1（5’一ATCTTCGAG
AGGATGCTTGAG－3「）及びGDH4（5LAGTACGCGA、
CGCTGGGATACT－3’）を用いた4）．
　PCR混合溶液は次のように調製した．10×PCR緩衝液
5μL，dNTPs（2μmo1／L）4μL，センスプライマー
（20pmol／μL）0．5μL，アンチセンスプライマー（20
pmo1／μL）0．5μ1，　AmpliTaq　Gold（2．5Units／μL）
0．25μLを混合し，テンプレートDNA溶液を1～5μLを
添加し，蒸留水で50μしにした．
　PCR反応は，95℃で12分間保った後，　Denaturingと
して94℃30秒間，Annea！ingとしてプライマーに適した
温度で30秒間，Extensionとして72℃2分間を1サイク
ルとして50サイクル，最後に72℃7分間の条件で行った．
Annealing温度はMM1，　MM2のプライマーの場合で
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63℃，GDH1，　GDH4のプライマーの場合で55℃の条件
を設定した．
3．塩基配列の決定及び系統樹の作成
　PCR産物を，1．5％アが翻心スゲルで電気泳動を行った
後，目的のDNA断片を含んだゲルを切り出した．切り出
したゲルはEASY　TRAP（Takara）を用いて精製し，
DNAの塩基配列を調べるためのサイクルシークエンス反
応の鋳型とした．サイクルシークエンス反応はPCRプラ
イマーとBig　Dye　Terminator　Sequence　FS　Ready　Reac－
tion　Kit（Applied　Biosystems）を用いて行った．なお，
GDH1及びGDH4で増幅した領域のサイクルシークエン
ス反応には，両プライマーに加えて，本研究で設計した
GDH－TF（5LATGACCGAGCTCCAGAGGCA－3〆）及
びAbeθ’α」．5）によって報告されたGDHB5（5しAATGTC
GCCAGCAGGAACG－3〆）を併せて用いた．　DNAの塩基
配列はABI　PRISM　310　DNAシーケンサーにより決定し，
Gene　Works　2．5．1（帝人）を用いて解析した．
　得られた塩基配列からGenBankに登録されている近縁
の塩基配列を検索した．近縁種であると推定された塩基配
列をもとにDnasis（日立製作所）のプログラムを用いて
近隣結合法により系統樹を作成し，同時に系統樹の分枝の
信頼性を確かめるために，1，000回の繰り返しによるブー
トストラップ値を求めた6）．
結果及び考察
　イヌ糞便検体35検体中2検体から，ジアルジアシスト
を疑う構造物が認められた．そのシストを疑う構造物は，
2検体ともスライドグラス内の全視野を観察して1個認め
られたのみであった．ネコ糞便からは，多数のジアルジア
シストを疑う構造物が認められた．キツネ糞便，ドブネズ
ミ大腸内容物，ハムスター糞便から，ジアルジアシストを
疑う構造物は認められなかった．シスト陽性を疑うイヌ糞
便及びネコ糞便からDNAを抽出し，β一ジアルディン遺
伝子の一部（約220bp）を増幅するためのPCRを行い，
アガロース電気泳動を行ったところ，イヌ糞便2試料は目
的のサイズのバンドが認められず，ネコ糞便試料について
バンドが認められた（Fig．1）．従って，ネコ糞便試料の
み，ジアルジア陽性と判断した．
　ネコ由来陽性DNA試料を用い，グルタミン酸脱水素酵
素遺伝子の一部を増幅するPCRによって約750　bpの産物
が得られた．その決定された塩基配列を持つ近縁種を
GenBankから検索した結果，複数のGゴ競∫’講読sの塩
基配列が抽出された．さらに，遺伝子型を決定するため，
抽出された遺伝子配列の中から，無作為にAssemblage　A
からAssemblage　Gまでの8例を選択し，本検体を含め
て系統樹を作成した結果をFig．2に示す．今回，決定し
た塩基配列と同一の塩基配列を持つ例は認められなかった
が，Assemblage　Fの塩基配列と最も高い一致度が認めら
れ，さらに系統樹ではAssemblage　Fと同じクレードを
形成したため，試料はAssemblage　Fであると判断した．
しかしながら，ブートストラップ値は，やや信頼性が低い
値を示した．これまでにネコに寄生するα編6戯欄漉は
Assemblage　A－1とAssemblage　Fが報告されており1），
本試料はヒトに対して感染する型のものではないことが明
らかとなった．
　今回 検査対象としたイヌは札幌市またはその近郊から
集められたものであり，そのすべてがジアルジア陰性と判
断された．従って，当該地域において，イヌのジアルジア
保有率は低いと推定され，イヌからヒトに対してG
露観勿畝sが感染する可能性は極めて低いと考えられる
が，検査対象頭数が少ないため，継続した調査が必要であ
る．野生生物であるキツネ及びドブネズミでも陽性試料は
得られなかった．地域によっては，野生及び飼育されてい
る動物の糞便から高い確率でジアルジアのシストが検出さ
れている例があることから7β），ジアルジアの保有率には
地域によって差が大きいことが考えられる．日本国内の調
査例では，イヌのジアルジア保有率はおおよそ10％から
ユ5％であることが報告されている9－1’）．札幌市では，ジア
ルジアを潜在的に保有しているイヌが少なく，イヌからイ
ヌへ感染が成立しにくいことが，ジアルジア保有率が低い
理由の一つと考えられる．しかし，ジアルジア保有率が高
い地域から動物が持ち込まれた場合には，ジアルジアによ
る感染が拡大して，ジアルジア保有率が増加する可能性が
あり，検査体制などを整備しておく必要があると思われる．
　稿を終えるにあたり，検体採取にご協力頂いた札幌市動
物管理センターの職員の皆様に深謝いたします．さらに，
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　Fig．1　Agarose　Gel　Electrophoresis　of
　　　　　the　PCR　Product　Amplified　with
　　　　　theβ一Giardin　Gene　Primers
Left　lane：DNA　size　marker，　right　lane：PCR　product．
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　　　　Fig．2　Phylogenetic　Tree　Based　on　the　Partial　Sequence　of　Glutamate　Dehydrogenase　Gene
The　scale　bar　represents　a　distance　of　O．01　substitutions　per　site．　The　numbers　at　nodes　represent　percentages　of　bootstrap．
GenBank　accession　numbers　of　various　genotypes　are　AY178735　for　A－1，　L40510　for　A－2，　AY178752　for　B，　U60982　for　C，　U60986
for　D，　AY178741　for　E，　AFO69057　for　F　and　AY178745　for　G．
ジアルジアシストの検出技術について有益な助言を頂き，
陽性試料を提供して頂いた金沢大学医学部の所正治博士に
深謝いたします．
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